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Samenvatting — Eén van de voornaamste aandoeningen die gekenmerkt wordt door een
chronische darminflammatie is de ziekte van Crohn (CD). De oorzaak van CD is onbekend. In deze
scriptie wordt onderzocht wat de rol is van bacterién bij het veroorzaken van de darminflammatie
bij CD. Vier hypotheses over het ontstaan van CD hebben betrekking op bacterién. Allereerst kan
er bij CD door genetische afwijkingen een verlies van tolerantie optreden tegen de commensalen,
waardoor een ongepaste immuunrespons optreedt. Genetische afwijkingen leiden echter niet
altijd tot het ontstaan van CD. Als tweede kan een dysbiose in de darmmicrobiota een rol spelen
bij CD. Deze dysbiose kan veroorzaak worden door componenten van een Westers dieet zoals
verzadigde vetzuren en maltodextrine, een additief. De dysbiose is ook aanwezig in broers en
zussen van CD patiénten, wat hen meer kans geeft op het eveneens ontwikkelen van CD. Als
derde worden specifieke pathobionten geassocieerd met CD, zoals Adherent Invasive Escherichia
coli (AIEC). AIEC is ook aanwezig in gezonde mensen en kan door componenten van een Westers
dieet of door bijproducten van inflammatie, zoals nitraat, verhoogd worden. AIEC is dus vooral
een versterker van de inflammatie. Als laatste is er een defect in mucosale barriere integriteit die
waarschijnlijk ontstaat voor inflammatie. Dit kan veroorzaakt worden door een Westers dieet of
een toename in mucolytische bacterién. Deze zorgen voor een toename in mucus geassocieerde
bacterién door het vrijmaken van substraat. Hierdoor staan darmepitheelcellen meer in contact
met bacterién en bacteriéle antigenen en dit kan inflammatie induceren. Op basis van
bovenstaande bevindingen is niet met zekerheid te zeggen dat bacterién de oorzaak zijn van CD.
CD is waarschijnlijk een multifactoriéle aandoeningen, die een optelsom is van verschillende
componenten waarvan bacterién er één zijn. Een grote prospectieve cohortstudie waar mensen
over een langere periode gevolgd worden kan bijdragen aan het verhelderen van het ontstaan van
CD en het vinden van risicofactoren.



INHOUDSOPGAVE

Inleiding

Wisselwerking tussen microbiota en gastheer
Barriéres tegen microbiéle invasie
Aangeboren en adaptieve immuniteit
Tolerantieverlies bij de ziekte van Crohn

Dysbiose door een Westers dieet
Vetten in het dieet
Plantaardig dieet versus dierlijk dieet
Westers dieet, dysbiose en Adherent Invasive E. coli

Adherent Invasive E. coli
Adhesie en kolonisatie van darmepitheelcellen
Translocatie over de epitheliale barriere
Replicatie en persisterende inflammatie
AIEC oorzaak of versterker

Mucosale barriere
Mucin structuur
Mucolytische bacterién
Invloed commensalen op de mucins
Westers dieet
Bacteroides fragilis goed of slecht?

Discussie

Referenties

a 1 01 »n

O 00 00

12
12
13
14
15

16
16
16
17
17
17

18

20



INLEIDING

Inflammatoire darmaandoeningen, in het Engels “Inflammatory Bowel Diseases (IBD)” genoemd, zijn
aandoeningen aan de darm gekenmerkt door een chronische ontsteking. De twee voornaamste
aandoeningen die vallen onder IBD zijn de ziekte van Crohn (CD) en Colitis Ulcerosa. Colitis Ulcerosa
manifesteert zich vooral in de mucus van de colon, terwijl CD in het hele gastro-intestinale systeem
voor kan komen. CD komt echter het meest voor in het terminale ileum (1). Bij Colitis Ulcerosa
beperkt de ontsteking zich vaak tot de mucosa en submucosa met abcessen in de crypten, ook zijn er
vaak aaneengesloten gebieden van de darm ontstoken. Bij CD kunnen gezonde gebieden in de darm
afgewisseld worden met ontstoken gebieden en worden ook diepere lagen van de darm aangedaan.
Hierdoor zijn er specifieke histopathologische kenmerken zoals fistels (onnatuurlijke doorgangen),
abcessen en stricturen (vernauwing als gevolg van inflammatie) (2). De incidentie van IBD is het
hoogst in Noord-Amerika en Europa. De incidentie varieert hier tussen de 600-800 IBD patiénten per
100.000 inwoners (3). Sinds de 20° eeuw is de incidentie van IBD in vooral de Westerse landen
significant toegenomen. Dit is gecorreleerd met de introductie van een Westerse levensstijl (4).

De bekendste vorm van IBD is CD. CD wordt gekenmerkt door steeds terugkerende inflammatoire
episodes in de darm. De meest kenmerkende symptomen zijn pijn in de onderbuik, koorts,
darmobstructie of diarree vaak met bloed en/of mucus. Bovendien zijn er vaak klachten van
vermagering en vermoeidheid. Er zijn twee piekleeftijden waarop CD het vaakst gediagnosticeerd
wordt. De grootste piek ligt tussen de 15-30 jaar. Een veel kleinere piek ligt rond de 50 jaar (5). CD
wordt  gediagnosticeerd op basis van  ziektegeschiedenis, lichamelijk  onderzoek,
laboratoriumonderzoek en “imaging” studies (6). De huidige therapie voor CD is vooral gericht op het
reduceren van de symptomen en men is niet in staat CD te genezen. Voor jonge kinderen met CD
wordt er zo weinig mogelijk gebruik gemaakt van medicijnen. Hier is de eerste lijn van behandeling
dan ook enterale voeding, oftewel zondevoeding. Voor volwassenen met milde tot iets ergere
vormen van CD wordt er gebruik gemaakt van 5-aminosalicylzuur (5-ASA), die verschillende anti-
inflammatoire effecten heeft en/of antibiotica, tegen microbiéle overgroei. Er wordt ook steeds meer
gebruikgemaakt van pre- en probiotica. Als er op deze eerste lijn middelen niet gereageerd wordt
dan wordt er bij een actieve ziekte gebruikgemaakt van corticosteroiden, die anti-inflammatoir zijn.
Is er remissie bereikt dan gaat men over op immuun-modulerende geneesmiddelen om de remissie
te behouden. Daarnaast is een veelgebruikt geneesmiddel anti-TNF-a therapie, deze therapie werkt
sneller dan immuun-modulerende geneesmiddelen en zorgt voor mucosaal herstel. Vaak wordt er
ook een combinatietherapie gebruikt van bovenstaande geneesmiddelen. Een nieuwere therapie
voor CD is fecale transplantatie, waarvan de veiligheid en efficiéntie nog getest moeten worden.
Echter zijn er al veelbelovende resultaten geboekt in patiénten met CD (7, 8).

Over de pathogenese van CD bestaan verschillende hypothesen. Tot ongeveer 15 jaar geleden dacht
men dat CD een auto-immuunziekte was door de specifieke histologische kenmerken en de goede
therapeutische reactie op immuun-modulerende geneesmiddelen. CD wordt nu echter gezien als een
multifactoriéle ziekte waarbij zowel de genen, de commensale microbiota, milieu factoren en
immuunfactoren een rol spelen (Figuur 1) (9). In patiénten met CD zijn doormiddel van genoombrede
associatiestudies 99 genetische risico loci gevonden waarvan er 28 overeenkwamen met risico loci
van Colitis Ulcerosa (2). Echter krijgt niet iedereen met risico allelen CD. Dit is bewezen in een Duitse
tweelingstudie waarin er is gekeken naar eeneiige tweelingen. Hieruit bleek dat de genetische
component voor het ontstaan van IBD groter is bij de ziekte van Crohn dan bij Colitis Ulcerosa. Bij CD
had 35% van de eeneiige tweelingen beide de ziekte tegenover 16% bij Colitis Ulcerosa (10). Deze
aantallen tonen aan dat er naast genetische factoren nog andere factoren een rol spelen bij het
ontstaan van IBD.

Andere hypotheses voor de oorzaak van CD hebben betrekking op bacterién. Allereerst ga ik in op de
wisselwerking tussen de gastheer en de microbiota, hierop kunnen de eerder genoemde genetische
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afwijkingen invloed hebben. Een genetische afwijking in de autofagie kan bijvoorbeeld leiden tot het
minder goed doden van intracellulaire bacterién. Genetische afwijkingen kunnen ook zorgen voor
een verminderde barrierefunctie waardoor commensalen gemakkelijker deze barriere kunnen
doorbreken en een chronische inflammatie kunnen veroorzaken. Ook kan er een probleem zijn met
de immuunregulatie van de gastheer en zijn respons op de commensale bacterién, dit wordt ook wel
een verlies van tolerantie genoemd (7). Als tweede wordt er in deze scriptie ingegaan op de dysbiose
in de samenstelling van commensale bacterién in de darm aanwezig bij CD. Bij een dysbiose is er een
toename van agressieve bacteriesoorten en een afname van heilzame bacteriesoorten in de darm.
Deze dysbiose kan onder andere veroorzaakt worden door componenten in het Westers dieet (11).
Normaliter wordt 90% van de commensale microbiota gevormd door soorten die vallen binnen de
phyla Bacteroides en Firmicutes. Echter bij CD is er sprake van een abnormale compositie van de
microbiota die wordt gekenmerkt door een lage diversiteit aan bacterién, met vooral een sterke
afname in de aantallen Firmicutes. Daarnaast is er een toename in mucus geassocieerde bacterién
en is er epitheliale invasie van bacterién in actieve ontstekingsgebieden (12, 13). Als derde wordt er
in deze scriptie aandacht besteed aan Adherent Invasive Escherichia coli (AIEC). Er wordt namelijk
gedacht dat CD door een persisterende infectie veroorzaakt kan worden. Twee van de meest
onderzochte pathogenen daarbij zijn Mycobacterium avium subsp. Paratuburculosis en AIEC. Als
laatste wordt er ingegaan op de aanwezigheid van een defectieve mucosale barriére. Hierbij speelt
onder andere een toename in aantallen mucolytische bacterién een rol. Hierdoor kan de intestinale
permeabiliteit verhoogd worden (7).

[ ysbioss | | NoD2/1-23R/ATG16L1

Western enterotype

Figuur 1. De factoren die een rol kunnen spelen in de pathogenese van IBD weergeven in een Venn diagram. Dysbiose van
de commensale microbiota kan door factoren uit het milieu, zoals het Westerse dieet, worden veroorzaakt. Daarnaast zijn er
IBD patiénten met specifieke genetische afwijkingen. NOD2 = nucleotide oligomerization domain-containing protein 2;
ATGL16L1 = autophagy related protein 16-like 1; IL-23R = Interleukin 23 Receptor (9).

Uit het voorgaande blijkt dat er meerdere ideeén zijn over de oorzaak van CD. Maar wat nu precies
de trigger vormt voor het ontwikkelen van CD is nog steeds niet duidelijk. Het is wel duidelijk dat
bacterién een belangrijke rol spelen bij het veroorzaken van CD. De hoofdvraag in deze scriptie is dan
ook:

Welke rol spelen bacterién bij het veroorzaken van de chronische darminflammatie geobserveerd
bij de ziekte van Crohn?

In de discussie van deze scriptie wordt er tot slot geprobeerd een antwoord te formuleren op deze
vraag en worden er suggesties gedaan voor vervolgonderzoek.



WISSELWERKING TUSSEN MICROBIOTA EN GASTHEER

In ons lichaam zijn naar schatting tien keer zoveel bacterién aanwezig dan humane cellen. Onze darm
staat dan ook continu bloot aan een grote variatie micro-organismen. Aangezien deze microben ook
voor de mens essentiéle functies vervullen is er een balans nodig tussen tolerantie en de afweer
tegen deze organismen (14). De bacterién die de darm koloniseren spelen onder ander een rol in de
productie van vitamines, de vertering en het ontwikkelen van het immuunsysteem (15). Tevens
bezetten ze de niche en voorkomen ze dat pathogenen zich in de darm kunnen nestelen. Voor
bacterién heeft het ook voordelen, zij zitten in een beschermde niche met voldoende voedsel (14). In
de volgende paragraaf zal kort ingegaan worden op de homeostase die er in de normale situatie is
tussen bacterién en de gastheer, waarna er gekeken wordt naar een aantal verstoringen die kunnen
optreden bij CD.

Barrieres tegen microbiéle invasie

De eerste barriere tegen het binnendringen van microben is de mucuslaag, welke direct contact
heeft met de microben. Hieronder ligt een enkele cellaag epitheelcellen die bestaat uit verschillende
celtypes. Het meest voorkomende celtype is de enterocyt, bij elkaar gehouden door sterke
eiwitverbindingen, zogenaamde tight junctions, die zorgen voor een dichte barriere. De enterocyten
produceren onder andere antimicrobiéle peptides (AMPs), die toxisch zijn voor bacterién (16). Een
ander celtype, de Paneth cellen, draagt in hoge mate bij aan het produceren van deze AMPs (17).
Verder zijn er nog goblet cellen die de mucins produceren voor de mucuslaag. De mucuslaag bestaat
voor een belangrijk deel uit MUC2 en het vormt twee lagen. De binnenste mucuslaag zit sterk vast
aan de epitheelcellen en bevat bijna
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de commensale bacterién. IgA kan de Figuur 2. Bescherming van de intestinale epitheelcellen tegen contact
bacterién coaten en is ook van belang  met bacterién. Dit gebeurd onder andere door de productie van IgA door
in het weren van bacterién uit de plasmacellen en de productie van AMPs door enterocyten en Paneth

binnenste mucuslaag (Figuur 2) (20). el

Aangeboren en adaptieve immuniteit

Het aangeboren immuunsysteem herkent met pattern recognition receptors (PRRs) de microben die
microorganism associated molecular patterns (MAMPs) bevatten. PRRs zijn bijvoorbeeld de Toll like
receptors (TLRs) die zich bevinden op de Paneth cellen, intestinale epitheelcellen en dendritische
cellen. Echter staat het epitheel van de darm constant in contact met microben op de mucus en er
moet niet constant een chronische inflammatie gestart worden door de TLRs (16). Dit wordt
voorkomen door de specifieke lokalisatie van de TLRs. Een voorbeeld hiervan is TLR5 die zich alleen
basolateraal op de epitheelcellen, weg van het lumen, bevindt. TLR5 herkent bacterieel flagellin, een
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belangrijk component van flagellen. Door de basolaterale lokalisatie herkent TLR5 alleen maar
(pathogene) bacterién die over de epitheliale barriere komen. Pas dan worden er pro-inflammatoire
genen tot expressie gebracht (21). Een ander voorbeeld is de lage expressie van TLR2 en TLR4 op het
celoppervlak van intestinale epitheelcellen (22). Verder is ook de expressie van CD14 mRNA laag in
de epitheelcellen (23). TLR4 en CD14 spelen een rol in het herkennen van onder andere
lipopolysachariden (LPS), een toxine geproduceerd door potentieel pathogene gramnegatieve
bacterién. TLR2 herkent peptidoglycaan uit de celwand van grampositieve bacterién. Dus zowel LPS,
peptidoglycaan als flagellen van commensalen induceren geen inflammatoire respons zolang ze zich
aan de apicale kant van de epitheelcellen bevinden. Eenmaal geinternaliseerd of basolateraal kunnen
ze wel herkend worden. In het cytosol zitten namelijk weer andere receptoren, de NOD-like
receptoren, die deze componenten daar kunnen herkennen (16).

Naast het voorkomen van herkenning door TLRs kunnen oplosbare antigenen vrijgemaakt door
microben opgenomen worden in dendritische cellen (DCs) en deze kunnen ook voor tolerantie
zorgen. De antigenen kunnen op twee manieren terecht komen in de DCs. Allereerst kunnen DCs
door de epitheelcellaag heen lange uitlopers vormen, zo in contact komen met antigenen en deze
opnemen. Antigenen kunnen ook in het lumen door andere fagocyterende cellen opgenomen
worden en daarna getransporteerd worden naar de DCs. Deze vorm van transport is beschreven in
macrofagen die de antigenen overbrengen naar CD103+ DCs. Deze specifieke DCs kunnen vervolgens
de differentiatie van regulatoire T-cellen induceren (24). Recent is echter ook gebleken dat de
meeste regulatoire T-cellen aanwezig in het lymfoide weefsel in de darm niet geinduceerd worden
maar voortkomen uit de thymus. Deze studie concludeert dan ook dat regulatoire T-cellen uit de
thymus het belangrijkst zijn in het behouden van de tolerantie tegen microbiéle antigenen en dat
geinduceerde T-cellen hieraan kunnen bijdragen (25). Regulatoire T-cellen hebben hun functionaliteit
doormiddel van het produceren van IL-10 en TGF-B. Dit zijn anti-inflammatoire cytokines die de
activatie en effector functies van T-cellen remmen (26). Door deze populatie aan regulatoire T-cellen
in de darm wordt een inflammatoire reactie tegen antigenen van de commensale microbiota
voorkomen en tolerantie behouden.

Bovendien spelen de commensalen zelf ook een rol in het voorkomen van een overactieve
immuunrespons en het binnendringen van microben. Zo produceren ze zelf zuren die de pH verlagen
en maken ze AMPs (16). Ook reguleren verschillende microben zelf de immuunresponsen. Twee
voorbeelden zijn Bacteroides fragilis en Faecalibacterium prausnitzii. B. fragilis kan zijn gastheer
beschermen tegen het optreden van inflammatie. Dit doet hij door de expressie van polysacharide A
(PSA). PSA is in staat CD4+ T-cellen aan te zetten tot een verhoogde IL-10 productie. IL-10 heeft
immuun suppressieve effecten (27). F. prausnitzii is ook een bacterie die anti-inflammatoire stoffen
maakt. Het anti-inflammatoire effect is het gevolg van de productie van specifieke peptiden en de
vorming van butyraat. Butyraat is in staat de pro-inflammatoire transcriptiefactor NF-kB te remmen
en zo inflammatie te onderdrukken. Daarbij is butyraat een belangrijke energiebron voor
colonocyten (28). Ook is er gerapporteerd dat de Clostridium clusters IV en XIVa in staat zijn tot het
induceren van regulatoire T-cellen in de colon. Dit doen ze door intestinale epitheelcellen aan te
zetten tot de productie van TGF-B en andere regulatoire T-cel inducerende moleculen. F. prausnitzii
behoort tot cluster IV en kan hierin dus een rol spelen (29).

Het verkrijgen van tolerantie en het voorkomen van het constant optreden van inflammatoire
reacties in de darm is dus een gezamenlijke actie van de mucuslaag, het epitheel, IgA, regulatoire T-
cellen en de microbiota. Samen zorgen zij via complexe interacties voor het ontstaan van tolerantie
voor commensale bacterién.

Tolerantieverlies bij de ziekte van Crohn
Een chronische darminflammatie, zoals CD, wordt vaak toegeschreven aan een verstoorde controle
van bacteriéle interacties met het mucosale oppervlakte, waardoor er een verlies van tolerantie
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optreedt. Hierdoor krijg je een ongepaste immuunreactie tegen de commensalen. Er is meer
infiltratie van bacterién naar de binnenste mucuslaag, waardoor het epitheel direct in contact komt
met de microben en hierdoor ontstaat er een inflammatoire reactie. Dit kan onder andere door een
genetische afwijking in mucins veroorzaakt worden. Zo krijgt een MUC2 deficiénte muis meer
infiltratie van bacterién naar de binnenste mucuslaag (18). Verder zijn er ook nog enkele andere
genetische afwijkingen die kunnen bijdragen aan het ontstaan van CD. NOD2 is een intracellulaire
PRR die onder andere tot expressie komt in Paneth cellen en van belang is voor het herkennen van
bacteriéle peptidoglycanen. Een afwijking in NOD2 zorgt voor een verminderde productie van a-
defensine, een AMP, in Paneth cellen. a-defensine is van belang voor het behouden van de mucosale
barriere tegen pathogenen. Echter kan het verlies van één van de AMPs niet alleen verantwoordelijk
zijn voor het ontstaan van chronische inflammatie (30). Een andere PRR, TLR4, wordt verhoogd tot
expressie gebracht op de epitheelcellen tijdens inflammatie. Dit kan resulteren in verhoogde
herkenning van commensalen en het versterken van de inflammatoire respons (22). Daarbij zijn
patiénten met CD vaak homozygoot voor het risicoallel van ATG16L1, een autofagie gen. Een
deficiéntie in ATG16L1 bij muizen laat de morfologie van het ileum en colon intact, maar er zijn wel
abnormaliteiten in Paneth cellen. Een mutatie in ATG16L1 leidt tot een verstoring van de exocytose
van de granules met AMPs. Hierdoor werd er onder andere minder lysozym waargenomen in de
mucuslaag van muizen met dit defect (Figuur 3). CD patiénten homozygoot voor het risicoallel laten
gelijke Paneth cel afwijkingen zien als muizen met een mutatie in ATG16L1 (31). Daarnaast zijn deze
CD patiénten niet goed in staat om tijdens inflammatie pathosymbionten op te ruimen (32).

ATGi6L1 defect

Figuur 3. Kleuring van mucus (groen) en lysozym (rood) in ileale secties van wildtype
muizen (a) en muizen met een mutatie in ATG16L1 (b) (31).

Er kan ook een afwijking zitten in het XBP1 gen. XBP1 is een transcriptiefactor die van belang is in de
endoplasmatische reticulum (ER) — stress respons. Deze respons is vooral van belang in cellen met
een hoge secretoire activiteit zoals Paneth cellen en goblet cellen in de darm. XBP1 deletie in muizen
induceert een ER-stress respons die leidt tot een inflammatie van de dunne darm. Er zijn geen Paneth
cellen aanwezig en er is een reductie in goblet cellen. Dit leidt tot een verlies van mucosale barriére
functie. Daarnaast zijn de intestinale epitheelcellen verhoogd reactief op mucosale inflammatoire
signalen. Bij CD wordt ook een verhoogde ER-stress respons gezien, wat dus kan leiden tot
chronische inflammatoire condities (33).

Naast de hierboven genoemde defecten in het innate immuunsysteem die aanwezig kunnen zijn bij
CD, zijn er ook verstoringen in het adaptieve immuunsysteem. CD wordt gezien als een abnormale
Th1 immuunrespons, die normaliter van belang is in het opruimen van intracellulaire pathogenen
(26). Dit komt onder andere doordat de functie van regulatoire T-cellen verminderd is. Hoewel er in
de darm bij CD wel verhoogde aantallen regulatoire T-cellen zijn, zijn de CD4+ T-cellen niet
responsief. Dit komt doordat de TGF-B signalering verstoord wordt door de hoge expressie van
Smad-7 in deze CD4+ T-cellen. Dit molecuul interfereert met de TGF-B signalering. Hierdoor reageren
deze CD4+ T-cellen niet op regulatoire T-cellen en kunnen ze bijdragen aan de chronische
inflammatie (34). Ook een verhoogde productie van pro-inflammatoire cytokines kan bijdragen aan
de pathogenese van CD. Onder andere IFN-y geproduceerd door Th1l cellen en TNF-a geproduceerd
door Thl cellen en macrofagen spelen een rol. TNF-a kan stromale cellen uit de lamina propria



aanzetten tot de productie van matrix metallo proteases, die zorgen voor de afbraak van epitheliale
cellen. IFN-y activeert de macrofagen en het zorgt voor apoptose van epitheelcellen. Door verlies van
epitheelcellen verlies je de integriteit van de barriere en kunnen de bacterién gemakkelijk over het
epitheel komen en zo een inflammatoire reactie veroorzaken (35).

Deze en nog vele andere verstoringen in immuunresponsen tegen de commensale microbiota zijn
gerapporteerd bij CD en kunnen bijdragen aan het ontstaan van deze ziekte. Dat deze responsen echt
de trigger zijn voor CD is onwaarschijnlijk maar kunnen we niet uitsluiten. De meeste genetische
afwijkingen die bekend zijn kunnen niet op zichzelf leiden tot het ontstaan van inflammatie in de
darm. Dit door de complexe interacties tussen het aangeboren en verworven immuunsysteem. Het is
op dit moment erg voor de hand liggend dat genetische afwijkingen wel bijdragen aan de
pathogenese van CD, maar niet de trigger zijn.

DYSBIOSE DOOR EEN WESTERS DIEET

Naast genetische afwijkingen in het weren van bacterién en immunologische abnormaliteiten, wordt
een dysbiose van de microbiota ook gezien als oorzaak van een chronische darminflammatie. De
laatste eeuw is er een significante toename in CD gecorreleerd met de introductie van het Westers
dieet. Als oorzaak van de dyshiose wordt dan ook vaak het Westers dieet aangewezen. Onder het
Westerse dieet verstaan we een dieet hoog in vet, suiker en dierlijk eiwit (36). Dysbiose in CD wordt
gekenmerkt door een afname in Firmicutes (voornamelijk F. prausnitzii) en een toename in
Enterobacteriaceae (voornamelijk Escherichia coli), Bacteroides en mucolytische soorten (zoals
Ruminococcus gnavus en Ruminococcus torques) (37, 38). De dysbiose heeft ook metabool effect
door een afname in butyraat producerende bacterién en een toename in sulfaat reducerende
bacterién (39). De dysbiose is waarschijnlijk al aanwezig voor het ontstaan van inflammatie,
aangezien er in gezonde broers en zussen van CD patiénten ook een dysbiose te zien is met een
verminderde microbiéle diversiteit. Het is bewezen dat deze familieleden meer kans hebben op het
ontwikkelen van CD, ook onafhankelijk van de genen. Dit kan het gevolg zijn van de dysbiose (40).
Verder is de dysbiose zowel aanwezig in gezonde delen van de darm en in ontstoken gebieden, maar
deze is wel verschillend. Echter variéren deze verschillen enorm tussen individuen (38).
100000 35
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van CD sterk gestegen (Figuur 4). Omdat in de
korte periode waarin deze toename
plaatsvindt de genetische factoren en
immunologische responsen waarschijnlijk
niet veranderd zijn, moeten milieu factoren
(zoals een Westers dieet) wel de oorzaak zijn |
van deze toename. Voedsel significant 05
geassocieerd met een toename in CD waren o
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(41). In de volgende paragrafen zullen enkele Year

voedingsfactoren aan de orde komen die veel Figuur 4. Het aantal geregistreerde patiénten en de

in het Westerse dieet voorkomen en toegenomen mate van patiénten met CD en UC over 30 jaar in
Japan (aangepast van 41).
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geassocieerd zijn met CD.

Vetten in het dieet
De snelheid waarmee de incidentie van CD toeneemt moet haast wel het gevolg zijn van een
Westerse levensstijl. In een studie van Devkota et al. in muizen is er gekeken naar het effect van
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vetten op de microbiota in de darm. Hierbij was er een dieet laag in vet, een dieet hoog in poly-
onverzadigde vetten en een dieet hoog aan verzadigde vetten. Het dieet laag in vet promoot de groei
van het phylum Firmicutes in tegenstelling tot het dieet hoog in vet die zorgt voor een afname.
Bovendien zorgt het dieet hoog in vet voor een afname in microbiéle rijkdom en een toename in
Bacteroides. In het dieet rijk aan verzadigd vet nam de bacterie Bilophila wadsworthia toe, een
bacterie geassocieerd met inflammatoire darmaandoeningen. Dit is een sulfaat reducerende bacterie
die als bijproduct H,S produceert. In wildtype muizen zorgen de diéten niet voor het ontstaan van
inflammatie, maar in IL10 deficiénte muizen zorgt een dieet van verzadigd vet voor een toename in
pro-inflammatoire cytokines en het spontaan optreden van colitis. Deze colitis is het gevolg van een
specifieke Th1l respons net als bij CD en is waarschijnlijk het effect van B. wadsworthia. Taurine
geconjungeerde galzuren worden bij een dieet rijk aan verzadigde vetten meer geproduceerd. Deze
galzuren zijn rijk aan sulfaat, wat kan dienen als terminale elektron acceptor voor B. wadsworthia die
hierdoor toeneemt. De verandering in compositie van gal kan commensale bacterién onderdrukken
en galresistente (pathogene) organismen, zoals B. wadsworthia, laten toenemen en deze kunnen
vervolgens een plaats krijgen in de niche. Door de productie van bijvoorbeeld H,S kan de barriere
integriteit verstoord worden, wat leiden tot immuun activatie en chronische inflammatie (42).

Ook hebben verzadigde en onverzadigde vetten invloed op de TLR receptor signalering en zo kunnen
ze bijdragen aan chronische inflammatie of ze kunnen deze juist remmen. Omega 3 onverzadigde
vetzuren kunnen de LPS geinduceerde expressie van COX-2 en de activatie van de pro-inflammatoire
transcriptiefactor NF-kB remmen via het direct aangrijpen op de TLR4 receptor. Dezelfde remmende
effecten worden verkregen door aan te grijpen op de TLR2 receptor. COX-2 komt tot overexpressie
tijdens inflammatie. Verzadigde vetten zorgen echter voor een stimulatie van TLR2 geinduceerde
COX-2 expressie en NF-kB activatie (43).

Dus een dieet rijk aan verzadigde vetzuren zorgt voor een verhoogde signalering via de TLR
receptoren en dit kan een inflammatoire respons induceren. Daarnaast zijn verzadigde vetzuren in
staat de microbiéle compositie te veranderen en daardoor bacterién te verhogen die voor
inflammatie kunnen zorgen. Omega 3 onverzadigde vetzuren zijn daarentegen in staat inflammatie
te remmen. Dit laat zien dat het Westerse dieet rijk aan verzadigde vetten kan zorgen voor een
dysbiose, wat een inflammatoire respons kan opwekken.

Plantaardig dieet versus dierlijk dieet

In de studie van Lawrence et al. werd er in mensen gekeken naar het korte termijn effect van een
plantaardig dieet en een dierlijk dieet op de microbiota. Het dierlijke dieet zorgt voor een verhoogde
inname van vet en eiwit en een afname in vezels. Het plantaardige dieet doet het omgekeerde. Een
dierlijk dieet heeft een groter effect op de microbiota dan een plantaardig dieet (Figuur 5). Bij beide
diéten was er een verandering te zien in microbiéle metabole activiteit. Tevens zorgde het dierlijke

dieet voor een toename in Plant-based P—
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voor een toename in B. Figuur 5. Veranderingen in de microbiéle diversiteit tijdens een dierlijk dieet en een
wadsworthia. Deze bacterie plantaardigdieet. De verandering in microbiéle diversiteit is te zien ten opzichte van
vormt een link tussen vetten, de baseline gemeten voor het beginnen met het dieet (aangepast van 44).
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galzuren en de verhoging van specifieke micro-organismen die zo kunnen zorgen voor het ontstaan
van inflammatie. Naast deze bevindingen is er bij een dierlijk dieet een afname te zien in de
Firmicutes die plant polysachariden metaboliseren. Ook blijken beide diéten te zorgen voor een
specifieke microbiota. Dus concluderend laat deze studie zien dat veranderingen in het dieet kunnen
leiden tot snelle veranderingen in de microbiota die kunnen bijdragen aan het ontstaan van CD (44).

In bovenstaande studies wordt B. wadsworthia geassocieerd met inflammatie in de darm. In de feces
bleek de prevalentie echter laag en ongeveer gelijk in gezonde mensen en patiénten met CD (45).
Hierdoor is de rol van B. wadsworthia in CD nog niet zo duidelijk. Echter kan de veranderde
galcompositie door een verhoogde inname van vetten misschien ook invloed hebben op andere
sulfaat reducerende bacterién, aangezien deze wel verhoogd zijn bij CD (46). Verder is geimpliceerd
dat het bijproduct van sulfaatreductie, H,S, de butyraat oxidatie kan remmen. Butyraat wordt
geproduceerd door F. prausnitzii die al verlaagd is bij CD. De effecten van F. prausnitzii kunnen dus
nog verder geremd worden door de verhoging van sulfaat reducerende bacterién (47). Zo kunnen
meerdere bacterién verstoord bij dysbiose effecten op elkaar hebben, wat de negatieve effecten kan
versterken.

Westers dieet, dysbiose en Adherent Invasive E. coli

Het Westerse dieet is een hoog vet-hoog suiker (HV-HS) dieet en het effect van dit dieet is
onderzocht in muismodellen. Er werden twee groepen muizen gebruikt, een wildtype groep en een
groep die carcinoembryonic antigen-related cell adhesion molecule 6 (CEACAMG6) tot expressie
bracht, een receptor voor Adherent Invasive E. coli (AIEC). De eigenschappen van AIEC zullen
uitgebreid behandeld worden in de volgende paragraaf. Echter heeft het Westerse dieet ook invloed
op deze groep. Alleen de expressie van CEACAMSG is niet voldoende voor microbiéle veranderingen in
de darm, echter in combinatie met het HV-HS dieet wordt de microbiéle diversiteit significant
gereduceerd. Er ontstaat een dysbiose in de CEACAM6 muizen die vergelijkbaar is met de dysbiose
aanwezig bij patiénten met CD, met onder andere een significante verhoging van de E. coli
populaties. Ook leidt het HV-HS dieet tot een toename in intestinale permeabiliteit door een
verhoging van claudine-2 (porie vormend eiwit), een afname in MUC2, een lager aantal goblet cellen
en een dunnere/minder beschermende mucuslaag. De verhoogde permeabiliteit is in CEACAM6
muizen erger dan in de wildtype muizen. Door de veranderingen in barrierefunctie kunnen bacterién
gemakkelijker in contact komen met de intestinale epitheelcellen. De verandering in barrierefunctie
heeft daardoor ook invloed op de innate immuunresponsen. Zo worden er hogere niveaus NOD2 en
TLR5 mRNA waargenomen, daarbij zijn er meer pro-inflammatoire cytokines (zoals TNF-a) aanwezig.
Op zichzelf staand kan in normale muizen een HV-HS dieet al leiden tot een dysbiose, afname in
barrierefunctie en veranderde immuunrespons wat zorgt voor een lichte inflammatoire reactie. In
muizen die dan ook nog een genetische afwijking hebben, zoals een overexpressie van CEACAMS,
worden de symptomen alleen maar verergerd. Het veranderde micromilieu dat door het HV-HS dieet
ontstaat zorgt voor een verhoogde kolonisatie van AIEC in de darm en die is dan in staat is de
inflammatie te versterken (Figuur 6) (37).

Susceptible host || AIEC infection
(CEACAMS
OVErexXpression)

Low-grade Increased
inflammation - (1 [;Y,;S.:.B.rfl?,as,rgc) > inflammation
(1TNFa) (T1TNFa)

“Western diet” — DYSBIOSIS

Barrier function

Immune response

Figuur 6. Hypothese voor het ontstaan van een chronische darmontsteking. De trigger is het Westerse dieet die
onder invloed van allerlei andere factoren en veranderingen uiteindelijk kan leiden tot een ernstige inflammatoire
reactie (37).
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Ook maltodextrine (MDX), een polysacharide, is geassocieerd met CD. MDX wordt vaak als additief
aan voeding toegevoegd en 98,6% van de mensen eet geregeld iets met MDX erin (39). Additieven
worden toegevoegd voor bijvoorbeeld een verlengde houdbaarheid, een betere textuur of een
betere smaak. In te vroeg geboren varkens blijkt een dieet met MDX in staat te zijn necrotiserende
enterocolitis te veroorzaken, een ernstige inflammatie van de darm. Deze dieren zijn niet goed in
staat MDX te verteren. Een dieet rijk aan MDX kan dan vervolgens zorgen voor een veranderde
metabole activiteit in de darm wat uiteindelijk kan leiden tot inflammatie in deze dieren (48). Verder
is MDX in vitro in staat te zorgen voor een verhoogde E. coli (onder andere AIEC) biofilm formatie en
epitheelcel adhesie. Het kan dus misschien voor een toename van E. coli zorgen in de darm. De
verhoogde epitheelcel adhesie van AIEC is het gevolg van type 1 pili expressie geinduceerd door
MDX. Deze adhesie is onafhankelijk van CEACAMG6 expressie die later geinduceerd kan worden onder
inflammatoire condities. Daarnaast zorgt MDX ook voor een grotere adhesie van AIEC aan
macrofagen. Veel bacterién geassocieerd met CD hebben een malX gen of een homoloog systeem
voor het omzetten van MDX. Deze bacterién kunnen MDX dus metaboliseren (49). MDX wordt
omgezet door orale en ilieale amylases en verder afgebroken door membraangebonden maltases. Bij
een hoge inname van MDX worden deze enzymen geremd. Hierdoor blijft er meer MDX over voor
bacterieel metabolisme, waardoor deze bacterién kunnen toenemen (50). Dit lijkt het geval, want bij
CD zijn er meer bacterién aanwezig die in staat zijn MDX te metaboliseren (49). MDX zorgt ook voor
een verminderde antimicrobiéle respons, aangetoond bij een infectie met Salmonella. Op een dosis
afhankelijke manier is er bij blootstelling aan MDX minder opruiming van opgenomen Salmonella in
zowel de intestinale epitheelcellen als de macrofagen. MDX opname zorgt namelijk intracellulair voor
een nieuwe niche voor Salmonella waarin het kan repliceren. Salmonella repliceert normaal in
Salmonella bevattende blaasjes met de markers Rab7 en LAMPs (lysosome-associated membrane
proteins). Onder invloed van MDX wordt de niche vergroot en bevat het vooral de marker Rab7. Om
te kunnen overleven in deze niche moeten de antimicrobiéle effecten voorkomen worden. MDX doet
dit door het remmen van de rekrutering van de
NADPH oxidase naar de vesikels en ook de
expressie van de NADPH oxidase wordt
geremd. Hierdoor worden er minder toxische
reactieve zuurstof verbindingen geproduceerd.
Als laatste is er na MDX supplementatie in
muizen te zien dat bacterién kunnen
doordringen naar de binnenste mucuslaag, dit
is waarschijnlijk een gevolg van defectieve
antimicrobiéle effecten in deze laag (Figuur 7).
MDX kan dus niet zorgen voor intestinale Control

Inflammatle' maar kan de d?rmen wel Figuur 7. Consumptie van MDX in het dieet verandert de
gevoeliger maken voor stoffen die de darm yojonisatie van de mucus door bacterién. Visualisatie van de

beschadigen wat vervolgens kan resulteren in commensale bacterién met een Eub338 FISH probe (51).
een chronische inflammatie (51).

Naast MDX zijn er nog andere additieven die ook nadelige effecten kunnen hebben, waarbij
sommigen al geassocieerd zijn met CD (52). Er zijn ook al enkele kleine klinische studies geweest die
een specifiek koolhydraat dieet hebben getest bij CD patiénten met een actieve ziekte. Dit dieet
bevat geen MDX en andere additieven. Na 12 weken met dit dieet waren er in een studie van Cohen
et al. zowel klinische als mucosale verbeteringen te zien in alle 9 CD patiénten. In de 7 patiénten met
CD die doorgingen met het dieet tot week 52 kwamen er 6 terecht in klinische remissie. Echter zullen
er nog grotere klinische trials moeten worden opgezet, waarbij de patiénten beter gekarakteriseerd
en gevolgd worden om achter het precieze effect van dit dieet te komen (53).
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ADHERENT INVASIVE E. COLI

Een specifieke bacterie die veel in verband is gebracht met CD is E. coli. De microbiota bestaat voor
het grootste deel uit bacterién die behoren tot de phyla Bacteroides en Firmicutes. Dit zijn
voornamelijk obligaat anaerobe bacterién die afhankelijk zijn van fermentatie voor hun groei (54).
Een klein deel van de microbiota bestaat uit E. coli, dit is een gramnegatieve facultatief anaerobe
bacterie behorend tot het phylum Proteobacterién en de familie Enterobacteriaceae. E. coli is een
commensale bacterie die al vanaf kindertijd aanwezig is in de darm en die bijna nooit voor acute
infectie zorgt (55). E. coli is sterk toegenomen bij mensen met CD, terwijl de obligaat anaerobe
bacterién afnemen (56). De reden hiervoor is tot nu toe onbekend. Eén van de mogelijke redenen is
de verhoogde productie van reactieve stikstofverbindingen door de gastheer tijdens inflammatoire
episodes. Het product dat uit deze verbindingen ontstaat, nitraat, kan E. coli gebruiken als terminale
elektron acceptor voor anaerobe respiratie (54), obligaat anaerobe bacterién kunnen dit niet (57).
Hierdoor krijgt E. coli een groeivoordeel tijdens inflammatoire condities zoals CD, waardoor er een
dysbiose gecreéerd wordt (54). Zoals eerder beschreven kan ook een Westers dieet zorgen voor
verhoogde aantallen E. coli.

Een specifieke pathogene groep van E. coli gaat een sterke adhesie aan met de darmepitheelcellen
en is zeer invasief. Deze groep wordt Adherent Invasive E. coli (AIEC) genoemd (58). AIEC werd in
36.4% van de mensen met CD gevonden in vroege laesies in het terminale ileum ten opzichte van
6.2% in controles. Daarnaast werd er bij mensen met CD in biopten van een gezond deel van het
ileum 22% AIEC gevonden. AIEC werd in veel lagere aantallen gevonden in de colon van patiénten
met CD (3,7% versus controle 1.9%). Dit suggereert dat AIEC bij voorkeur het ileum koloniseert en
daar een belangrijke rol kan spelen bij het ontwikkelen van CD (59).

Adhesie en kolonisatie van darmepitheelcellen

Normaliter is er geen kolonisatie van het apicale oppervlakte van intestinale epitheelcellen door E.
coli, maar bij AIEC wordt deze kolonisatie wel waargenomen. De adhesie en opvolgende invasie van
intestinale epitheelcellen door AIEC is een gezamenlijke actie van: (i) type 1 pili, (ii) de protease
meprin, (iii) chitinase 3-like 1 receptor (CHI3L1), (iv) flagellen en (v) buitenste membraan eiwitten
(Tabel 1) (60).

Tabel 1. Pathogene eigenschappen van AIEC in de adhesie en/of invasie van intestinale epitheelcellen.

Invloed op adhesie en/of invasie Rol
Type 1 pili-CEACAM6 e  Puntmutaties in FimH verhoogt binding aan CEACAMSG.
e Verhoogde expressie CEACAMG in ileum CD.
Meprin e  Zorgt voor afbraak van FimA in type 1 pili.
e Verlaagde mRNA expressie bij CD.
CHI3L1 e Komt verhoogd tot expressie tijdens inflammatie.
e Bindt aan chitine bindende domeinen op AIEC.
Buitenste membraan eiwitten: OmpA e Bindt aan Gp96 die tot overexpressie komt tijdens perioden
met veel ER stress.
Flagellen e Adhesie via actieve motiliteit en invasie.

e Invioed op de type 1 pili expressie.

(i) Allereerst is de adhesie van AIEC afhankelijk van de expressie van type 1 pili door AIEC. Dit bleek
uit het feit dat een mutante type 1 pili negatieve AIEC veel minder goed de adhesie aan kan gaan met
de enterocyten. Deze type 1 pili binden aan CEACAMG6 die verhoogd tot expressie bleken te komen
op het epitheel in het ileum van patiénten met CD. Dit verklaart de voorkeur van AIEC voor
kolonisatie van het ileum. AIEC is in staat zijn eigen kolonisatie te versterken door het induceren van
een verhoogde CEACAMG6 expressie (Figuur 8) (61, 62). De specifieke binding van CEACAMG6 aan type
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1 pili gaat via FimH, het terminale einde van de type 1 pili. FimH bindt aan mannose residuen op
CEACAMG. Varianten van FimH met puntmutaties specifiek aanwezig bij AIEC zorgen voor een
verhoogde adhesie aan epitheelcellen die CEACAMEG tot expressie brengen (63).
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Figuur 8. Kolonisatie van de intestinale epitheelcellen door AIEC via de CEACAMG6
receptor. AIEC verhoogd zijn eigen kolonisatie direct door infectie en indirect door de
verhoogde productie van TNF-a en IFN-y (aangepast van 101).

(ii) Vervolgens is het protease meprin ook van belang in de adhesie van AIEC. Deze bestaat uit twee a
en twee B subunits en bevindt zich aan het apicale oppervlakte van intestinale epitheelcellen in het
ileum. Het is in staat FimA een belangrijke subunit van type 1 pili af te breken, waardoor de adhesie
van AIEC verminderd wordt. Bij CD bleek de hoeveelheid meprin B mRNA echter significant verlaagd.
De afname in protease activiteit verhoogd vervolgens de adhesie en invasie van AIEC in het ileum
door een verminderde afbraak van type 1 pili (64).

(iii) CHI3L1, verhoogd tot expressie gebracht door de gastheer tijdens inflammatie, speelt ook een rol
bij de adhesie van AIEC. AIEC brengt chitine bindende domeinen tot expressie op het eiwit ChiA,
waardoor het kan binden aan CHI3L1. Deze chitine bindende domeinen hebben specifieke aminozuur
polymorfismen vergeleken met niet pathogene E. coli stammen, waardoor ze sterker kunnen binden
aan CHI3L1. Deze receptor heeft waarschijnlijk vooral een rol bij adhesie van AIEC in het colon (65).
Aan al deze mechanismen van adhesie draagt de resistentie van AIEC voor AMPs geproduceerd door
Paneth cellen bij. Hierdoor is AIEC in staat mucus te koloniseren dichter bij de intestinale
epitheelcellen, waardoor adhesie en invasie versterkt worden (66).

Translocatie over de epitheliale barriére

Na kolonisatie en adhesie aan het epitheel is AIEC ook in staat tot invasie. (iv) Ook flagellen zijn zoals
eerder genoemd van belang bij de adhesie, dit is onder andere via actieve motiliteit waardoor AIEC
dichter bij het epitheel kan komen. De invasie is ook afhankelijk van de flagellen. Als er een mutatie
aanwezig is in de genen coderend voor de flagellen, waardoor deze niet meer aanwezig zijn, dan is de
invasie van AIEC sterk gereduceerd. Daarnaast neemt het aantal aanwezige type 1 pili dan af.
Flagellen hebben dus ook invloed op de expressie van type 1 pili en daardoor op de adhesie (67).

(v) Als laatste spelen buitenste membraan vesikels (OMV; outer membrane vesicles) een rol in de
invasie van intestinale epitheelcellen door AIEC, met op het oppervlakte het OmpA eiwit. OmpA kan
een interactie aangaan met Gp96 op intestinale epitheel cellen. Gp96 is een endoplasmatisch
reticulum (ER)-gelokaliseerde stress respons chaperone. De expressie van het Gp96 eiwit is sterk
verhoogd op darmepitheelcellen in het ileum van CD patiénten en dit verhoogt de internalisatie van
AIEC. De verhoogde expressie duidt op een verhoogde ER stress respons bij CD, die zoals eerder
beschreven onder andere veroorzaakt kan worden door afwijkingen in het gen voor de
transcriptiefactor XBP1 of door inflammatie. OmpA van AIEC heeft vijf modificaties en twee

13



aminozuurvervangingen ten opzichte van niet pathogene E. coli. Deze dragen bij aan de
pathogeniciteit van AIEC, want het vervangen van het gen voor OmpA door een gen van een niet
pathogene soort verlaagt de mogelijkheid tot invasie (68).

Verder zijn er voor AIEC nog twee manieren om onafhankelijk
van de epitheelcellen de barriere te passeren. Allereerst zijn dit |Kelssage
de M-cellen die liggen in het follikel geassocieerde epitheel FA®SS
boven de Peyerse platen. Normaliter zijn de M-cellen van belang
in het samplen van luminale bacteriéle antigenen door middel
van transcytose, waardoor ze een rol spelen in de tolerantie
(60). AIEC kan gebruik maken van deze M-cellen en zo op twee
manieren de intestinale barriere passeren:

1. FimH, het eerder beschreven deel van type 1 pili, kan
een interactie aangaan met glycoproteine 2 die alleen
tot expressie komt op M-cellen in de darm. Hierdoor
kan er transcytose plaatsvinden van AIEC (69).

2. Lange polaire fimbriae (LPF). AIEC met deze LPF worden [RAGEaGel Citle
veel frequenter gevonden in de Peyerse platen dan AIEC 0
zonder deze LFP. De invasie van AIEC en de interactie
met M-cellen is groter wanneer deze LPF bezitten (60).

De translocatie via M-cellen naar de Peyerse platen is
geassocieerd met vroege stadia van de ziekte. Infecties kunnen
dan ook potentieel een rol spelen bij het ontstaan van CD (60).

Als tweede kan AIEC ook zorgen voor een verlies van barriére
integriteit, wat kan leiden tot een verhoogde translocatie van
AIEC over het e.pitheel. Allgreerst zorgt AIE“C voo.r ‘ee‘n Figuur 9. De epitheel tight juncties zijn
verhoogde expressie van claudine-2, het belangrijkste eiwit in | arstoord na infectie met AIEC. Door
tight junctions. Claudine-2 is een porievormend eiwit en dit is redistributie van ZO-1, komen er grote
sterk verhoogd op het epitheel in het ileum van CD patiénten. gaten tussen de epitheelcellen (aangegeven
Gesuggereerd wordt dat dit het resultaat is van de interactie ™Met gele pijlen). Kleuring voor Z0-1 met
tussen type 1 pili en CEACAMG6 (70). Daarnaast zorgt AIEC voor far;r:g;r;ast sgn 7ie)z_cunda're e
een redistributie van ZO-1 in tight junctions (Figuur 9) (71).

Replicatie en persisterende inflammatie

Eenmaal over de epitheliale barriere kan AIEC opgenomen worden in cellen van het innate
immuunsysteem, zoals dendritische cellen en macrofagen. Gerapporteerd is dat AIEC macrofagen
kan infecteren, kan overleven in macrofagen, apoptose kan remmen en kan repliceren in de
macrofagen. Deze macrofagen produceren grote hoeveelheden TNF-a en het voorkomen van
apoptose in macrofagen kan dus zorgen voor een chronische inflammatoire reactie (62). Een andere
cytokine IFN-y is van belang in de immuunresponsen van de gastheer tegen microbiéle pathogenen.
IFN-y signaleert via de JAK-STAT signalering, waarbij STAT-1 de activator is van IFN-y afhankelijke
transcriptiefactoren. AIEC voorkomt echter de fosforylatie van STAT-1 in darmepitheelcellen,
waardoor deze signalering verstoord wordt. Hierdoor zijn de responsen tegen intracellulaire
pathogenen verlaagd en deze kunnen dan bijdragen aan de inflammatie aanwezig bij CD (72).

Als macrofagen microbiéle pathogenen opnemen dan doen ze dit in fagosomen die uiteindelijk
versmelten met lysosomen, waardoor ze fagolysosomen vormen. Fagolysosomen zijn heel zuur en
bevatten ander toxische stoffen, waardoor ze uiteindelijk de pathogeen doden en oplossen. AIEC kan
echter repliceren in fagolysosomen en heeft voor replicatie zelfs het zure milieu nodig (73). De
apoptose van geinfecteerde macrofagen kan ook voorkomen worden, waardoor AIEC persisterend
intracellulair kan repliceren. Caspase-3, een apoptose eiwit, wordt door AIEC infectie verhoogd
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gedegradeerd door het proteasoom, daarnaast verliest het zijn functionaliteit door S-nitrosylatie in
de active site. Door de levels van caspase-3 onder een bepaalde drempelwaarde te houden wordt de
apoptose van de macrofagen geremd (74). AIEC zorgt ook via NF-kB, een belangrijke pro-
inflammatoire transcriptiefactor, voor het induceren van persisterende inflammatie. AIEC is in staat
de activiteit van een belangrijke regulator van NF-kB activatie, het ubiquitine proteasoom systeem
(UPS), te modificeren. Normaal is NF-kB niet actief doordat het gebonden is aan het remmende eiwit
I-kB. AIEC kan ervoor zorgen dat I-kB verhoogd wordt afgebroken door het verhogen van de
proteasoom activiteit en het remmen van CYLD (cylindromatosis), waardoor NF-kB wordt
geactiveerd. Een onderdeel van het UPS is CYLD, een de-ubiquitinilerend enzym die normaliter zorgt
het remmen van |-kB afbraak. Door een verlaging in CYLD wordt |-kB verhoogd gedegradeerd en
bleek AIEC ook intracellulair te kunnen repliceren en zo versterkt AIEC zijn eigen pathogeniciteit (75).

Intracellulaire bacterién, zoals AIEC, worden normaliter ook opgeruimd via autofagie. Er zijn enkele
genetische defecten bekend (NOD2, IRGM en ATG16L1) die zorgen voor een verminderde autofagie.
Autofagie kan ook worden geremd door microRNAs die ATG16L1 targeten. Deze microRNAs worden
verhoogd door AIEC infectie en binden aan complementair mRNA om zo de genexpressie van
ATG16L1 te stoppen. Hierdoor krijg je een verminderde opruiming van intracellulaire bacterién en
een verhoogde inflammatoire respons (76). Naast opname in macrofagen kan AIEC ook worden
opgenomen in neutrofielen. AIEC voorkomt hier de maturatie van het autolysosoom. In tegenstelling
tot in de macrofagen wordt er in de neutrofielen wel celdood geinduceerd via autofagie. Echter
maken de neutrofielen wel grote hoeveelheden IL-8 wat bijdraagt aan de inflammatie (77).

Als laatste is AIEC ook in staat de specifieke granulomas gezien bij CD te veroorzaken. Granulomas
bestaan uit (versmolten) macrofagen en lymfocyten die accumuleren. Er is gezien dat AIEC in staat is
granulomas te vormen in boxer honden die leiden aan granulomateuze colitis. Granulomateuze
colitis is niet identiek aan CD maar er zijn kenmerken die overeenkomen (78). E. coli DNA werd ook
gevonden in 80% van de granulomas van CD patiénten (79). Vervolgens is er met een in vitro model
voor humane granulomas gekeken naar de invloed van AIEC. Hierbij werd duidelijk dat AIEC in staat is
om macrofagen te laten aggregeren en lymfocyten aan te trekken, waardoor deze granulomas gaan
lijken op de granulomas aanwezig in vivo in CD patiénten (80).

AIEC oorzaak of versterker?

Zoals hierboven beschreven is AIEC dus in staat tot adhesie en invasie van intestinale epitheelcellen
om vervolgens persisterend te repliceren in de gastheer. Dit kan zorgen voor een chronische
inflammatoire conditie via onder andere persisterende verhoogde productie van TNF-a (door
macrofagen), IFN-y en IL-8. Het is echter nog niet duidelijk of AIEC de oorzaak is van CD of alleen de al
aanwezige inflammatie versterkt. Zoals al eerder gezegd is AIEC een pathobiont, die ook aanwezig is
in de darmen van gezonde personen (58). Voor beide standpunten valt iets te zeggen. Zo liet een
studie van Chassaing et al. (81) zien dat AIEC in TLR5 knock out muizen de oorzaak kan zijn van
chronische inflammatie. De infectie met AIEC zorgt in deze TLR5 deficiénte muizen voor een
dysbiose, waardoor er meer bacterién aanwezig zijn met LPS en flagellin, in tegenstelling tot in de
wildtype muizen waarbij de infectie geen effect heeft op de microbiota. De aanwezigheid van deze
componenten induceert een versterkte immuunrespons tegen de bacterién wat kan leiden tot
chronische darmontsteking. AIEC kan zich onder deze condities dus gedragen als een
opportunistische pathogeen die een chronische darminflammatie veroorzaken kan. Er zijn echter ook
voldoende studies die ervan uitgaan dat AIEC alleen maar een versterker van de chronische
inflammatie is. Zoals eerder genoemd is bijvoorbeeld de productie van reactieve stikstofverbindingen
tijdens inflammatie geassocieerd met een toename van E. coli (54). Ook CEACAMG6 een belangrijke
receptor voor AIEC komt verhoogd tot expressie door inflammatoire mediatoren (61). Deze
bevindingen duiden erop dat AIEC de inflammatie wel versterkt, maar niet de oorzaak is van de
chronische inflammatie. Echter kan het niet worden uitgesloten dat AIEC ook in bepaalde gevallen
van CD de oorzaak kan zijn van de chronische inflammatie.
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MUCOSALE BARRIERE

De laatste hypothese voor het ontstaan van CD is een defectieve mucosale barriére als resultaat van
abnormale synthese of verwerking van mucins. Hierbij spelen onder andere genetische afwijkingen
een rol (zie de paragraaf over tolerantieverlies), maar ook bacterién lijken geassocieerd met een
veranderde mucosale barriere. Een defectieve mucosale barriere kan leiden tot een verhoogde
intestinale permeabiliteit die al aanwezig is voor het ontstaan van inflammatie. In gezonde broers en
zussen van CD patiénten is bijvoorbeeld ook een verhoogde intestinale permeabiliteit aanwezig
zonder dat dit leidt tot ziekte. Deze verhoogde intestinale permeabiliteit kan dus van belang zijn bij
het veroorzaken van CD (82).

Mucin structuur

Het belangrijkste bestanddeel van de intestinale mucuslaag is het door goblet cellen gesecreteerde
glycoproteine MUC2. Mucins bestaan uit een eiwitskelet met daaraan O-gelinkte en N-gelinkte
oligosachariden. Terminaal hiervan kunnen zich nog bloedgroepantigenen, siaalzuur en/of sulfaat
bevinden. De glycosylatie bepaalt in hoge mate de resistentie tegen bacteriéle degradatie, hierin
spelen ook siaalzuur en sulfaat een rol die de mucins een negatieve lading geven (83). Bij CD zijn
veranderingen waargenomen in structuur van de mucuslaag en mucins die over het algemeen leiden
tot een verminderde barriérefunctie (86). Echter zijn er ook studies die laten zien dat de mucuslaag
bij CD in het colon zelfs verdikt is (84, 85) en de sialylatie toegenomen (86). Dit suggereert een
toename in barriérefunctie. De expressie van MUC2 is veelal normaal, al is het afwezig in mucosa
naast ulcers in het ileum (87). Op basis van deze bevindingen is het nog niet precies duidelijk hoe de
mucuslaag verandert is bij CD en er is dus nog meer onderzoek nodig naar deze modificaties.

Mucolytische bacterién

Ongeveer 5% van de commensale bacterién zijn in staat MUC2 te degraderen door het produceren
van glycosidases, sulfatases en sialydases (88, 89). Hiermee kunnen terminale suikers en/of
oligosachariden afgebroken worden en de rest van de mucin kan gebruikt worden als substraat door
andere commensalen. Bacterién die bekend staan als mucolytische bacterién zijn Ruminococcus
gnavus, Ruminococcus torques, Akkermansia muciniphila, Bifidobacterium bifidum (88), Bacteroides
thetaiotaomicron en Bacteroides fragilis (89). In CD is het aantal mucus geassocieerde bacterién
verhoogd zowel bij inflammatie als in gezond epitheel. Eén van de oorzaken hiervoor is de verhoogde
beschikbaarheid van substraat voor deze bacterién (90). In gezonde personen is de belangrijkste
mucolytische bacterie A. muciniphila. Deze is in evenwicht met het aantal mucus geassocieerde
bacterién via een negatieve feedback loop (88). Daarbij produceert A. muciniphila propionaat en
acetaat. Acetaat kan door butyraat producerende bacterién gebruikt worden voor de productie van
butyraat en daardoor is A. mucinipila geassocieerd met anti-inflammatoire en beschermende
eigenschappen (89). In CD patiénten is echter R. gnavus de belangrijkste mucolytische bacterie,
daarnaast is er ook een toename in R. torques en B. fragilis en een afname in A. muciniphila (88, 91).
Deze afname in A. muciniphila kan ook bijdragen aan de verlaagde butyraat productie (89). De totale
hoeveelheid mucolytische bacterién bij CD is twee keer zo hoog dan in de controles. R. gnavus is een
gram positieve bacterie die behoort tot de Firmicutes en in meer dan 90% van de mensen aanwezig
is (92, 93). Door de toename van R. gnavus bij CD krijg je voornamelijk meer afbraak van de terminale
residuen van MUC2, hierdoor komen de binnenste delen van de mucins beschikbaar als substraat
voor andere commensalen, waardoor het aantal mucus geassocieerde bacterién kan toenemen (88).
De mogelijkheid om O-gelinkte oligosachariden te degraderen kan bepalen welke organismen in de
mucuslaag zitten en welke immuunresponsen tegen deze bacterién optreden (92). Ook B. fragilis
bleek verhoogd aanwezig te zijn bij CD. Volgens een studie van Swidsinsiki et al. bestaat de mucosale
biofilm die aanwezig is bij CD voor meer dan 60% uit B. fragilis, bij controles was dit maar ongeveer
16% (91). B. fragilis is in staat verschillende hydrolytische enzymen te produceren om mucins af te
kunnen breken (94). Door de partiéle degradatie van mucins wordt de mucus en mogelijk het
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epitheel verhoogd blootgesteld aan specifieke mucus geassocieerde bacterién en hun producten en
dit kan bijdragen aan de inflammatie.

Invloed commensalen op de mucins

De rol van de hele commensale microbiota op de mucins is onderzocht in kiemvrije muizen, waarin
de normale commensale microbiota geintroduceerd wordt. In kiemvrije muizen leidt de introductie
van bacterién niet tot inflammatie. In normale muizen met bacterién is de productie van MUC2
hetzelfde als in kiemvrije muizen. Na de introductie van bacterién zijn de mucins wel meer
gesulfateerd en dus meer beschermd tegen bacteriéle degradatie (95). Inductie van colitis in wildtype
ratten leidt tot specifieke aanpassingen in mucus om de intestinale epitheelcellen toch te blijven
beschermen. Zo werd er een toename van MUC2 productie waargenomen die behouden bleef en
was er een afname in sulfatering. Deze toename van MUC2 productie is nodig om bestand te zijn
tegen de toegenomen degradatie door de afname in sulfatering (96). In IL10 deficiénte kiemuvrije
muizen is de MUC2 synthese lager. De introductie van bacterién leidt hier tot de ontwikkeling van
spontane colitis die eerst gepaard gaat met een hogere productie van MUC2 die na 2 weken
teruggaat naar de begintoestand. Tevens is er een lagere sulfatering, wat twee effecten kan hebben.
Allereerst een afname in viscositeit van de mucus en verder een toename in degradatie van mucins.
Dit kan bijdragen aan een verminderde barriere functie. Echter kan een lagere sulfatering ook
voordelen hebben doordat er dan minder sulfaat reducerende bacterién kunnen koloniseren (95).

Westers dieet

Ook een hoog vet dieet kan van invloed zijn op de mucin structuur. Een dieet rijk aan vet zorgt voor
een verandering in oligosacharide ketens van mucins en dit resulteert in een verhoogde ratio
siaalzuur/sulfaat. Dit komt doordat een hoog vet dieet leidt tot een snellere turnover van de
intestinale epitheelcellen en hierdoor ontstaat er hyperplasie en hyperproliferatie van de goblet
cellen, waardoor er meer immature mucins worden geproduceerd. Deze verschillen onder andere in
glycosylatie van normale mucins. De verandering van oligosacharide ketens zorgt onder andere voor
een verhoogde expressie van het Galf1,3GalNAc antigeen, een deel van O-gelinkte oligosachariden.
In mensen is deze meestal verborgen door glycosylatie. Deze veranderde compositie en glycosylatie
van mucins kan leiden tot een verhoogde degradatie van mucins en dus een toename aan mucus
geassocieerde bacterién (97). Daarnaast zorgt een dieet rijk aan dierlijke vetten voor een verhoogde
productie van gal met een veranderde compositie. Hierdoor kunnen galtolerante bacterién zoals
Bacteroides toenemen. Dit kan dus misschien ook zorgen voor een verhoging van aantallen B. fragilis
en een toename van mucin degradatie (44). Een Westers dieet is dus ook in staat de mucosale
barriére te veranderen en meer permeabel te maken.

Bacteroides fragilis goed of slecht?

Eerder in deze scriptie is beschreven dat B. fragilis een rol speelt in het behouden van tolerantie door
de inductie van IL-10 productie in CD4+ T-cellen (27). Tevens is B. fragilis in staat immunologische
afwijkingen die optreden in kiemvrije muizen te corrigeren na kolonisatie van de darm. Het speelt
dus een rol in de maturatie van het immuunsysteem van de gastheer (98). Deze effecten worden
allemaal verkregen door de expressie van PSA. Er is ook gezien dat PSA kan beschermen tegen
inflammatoire aandoeningen zoals CD (27). Echter blijkt maar % van de B. fragilis soorten dezelfde
anti-inflammatoire PSA tot expressie te brengen, waardoor het nog niet precies duidelijk is in
hoeverre B. fragilis deze beschermende effecten heeft in de mens (99). B. fragilis is namelijk ook
beschreven als een bacterie die een rol speelt bij het ontstaan van CD. Zo blijkt B. fragilis
verantwoordelijk te zijn voor meer dan 60% van de mucosale biofilm gevormd bij CD (91). Ze worden
verhoogd door een Westers dieet en zijn in staat mucins af te breken, waardoor de mucus
geassocieerde microben toenemen. Verder is er ook een enterotoxische B. fragilis beschreven die in
staat is een toxine te produceren die colitis induceert (100). Het effect van B. fragilis in CD is op dit
moment nog onduidelijk, meer onderzoek is nodig naar de verschillende soorten B. fragilis, hun
specifieke aantallen in gezondheid en CD en hun precieze effecten.
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DISCUSSIE

Naar aanleiding van deze scriptie is niet precies duidelijk geworden hoe bacterién de oorzaak kunnen
zijn van de chronische darminflammatie geobserveerd bij CD. Op dit moment zijn er meerdere
theorieén aangaande het ontstaan van CD, waarvan er geen enkele bewezen is. Dit komt onder
andere doordat het moeilijk is om onderscheid te maken tussen oorzaak en gevolg van inflammatie.
Daarnaast is het moeilijk om modellen te ontwikkelen die in hun complexheid lijken op de CD die
optreedt in mensen. De colitis die geinduceerd wordt in muizen of spontaan ontstaat komt vaak
zowel niet overeen met CD als Colitis Ulcerosa, wat het moeilijk maakt om conclusies uit deze
experimenten te vertalen naar de mens.

Echter over de rol van bacterién in het ontstaan en de pathogenese van CD zijn wel een aantal
dingen duidelijk geworden.

(i) Het verlies van tolerantie voor microben. Bij CD blijken genetische afwijkingen voor een
verminderde afweer tegen bacterién of een verminderde opruiming te zorgen. Echter van de
genetische defecten beschreven leidt alleen het defect in de transcriptiefactor XBP1 tot het optreden
van een spontane colitis in muizen. Ook in mensen leidt de aanwezigheid van risicogenen voor CD
niet altijd tot het ontwikkelen van CD, zoals aangetoond in studies met eeneiige tweelingen.

(ii) Een dysbiose van commensale bacterién in de darm. De oorzaak van deze dysbiose kan het
Westers dieet zijn. Verzadigde vetten en bepaalde additieven, zoals maltodextrine, kunnen voor het
veranderen van de microbiéle compositie en activiteit zorgen. Echter is de dysbiose alleen in staat
colitis te induceren in muizen met een genetische afwijking. Bovendien is de dysbiose ook aanwezig
in niet ontstoken delen van de darm en in gezonde broers en zussen van CD patiénten. Dysbiose
ontstaat dus waarschijnlijk voor inflammatie en kan bijdragen aan het veroorzaken van de
inflammatie door de specifieke bacteriéle compositie. Er is onder andere een toename in E. coli, R.
gnavus, B. fragilis en sulfaat reducerende bacterién en een afname van F. prausnitzii. F. prausnitzii
wordt als een belangrijke bacterie in de pathogenese van CD gezien. Een afname in F. prausnitzii
draagt bij aan het verlies van tolerantie, door de verminderde inductie van specifieke regulatoire T-
cellen. Bovendien worden er minder anti-inflammatoire peptiden en butyraat geproduceerd. De
effecten van F. prausnitzii worden nog verder verstoord door een verhoging van sulfaat reducerende
bacterién. Deze produceren als bijproduct H,S die butyraat oxidatie remt en de barriére integriteit
kan verstoren. Bovendien zorgt een verlaging van A. muciniphila ook voor een vermindering van
acetaat productie, wat normaliter door F. prausnitzii voor butyraat productie gebruikt wordt.

(iii) Specifieke pathobionten. Een belangrijke bacterie is AIEC die onder andere verhoogd kan worden
door een Westers dieet of nitraat ontstaan tijdens inflammatoire episodes. AIEC wordt bij ongeveer
36% van de CD patiénten gevonden en komt ook in lagere aantallen voor bij gezonde personen. Dit
suggereert dat AIEC een versterker van de inflammatie is en niet de oorzaak. E. coli DNA komt wel
voor in granulomas van 80% van de CD patiénten en speelt dus duidelijk een rol in de pathogenese
van CD zelfs wanneer het niet meer mucosaal detecteerbaar is. AIEC komt over de epitheliale
barriere via adhesie en invasie, is in staat de barrierefunctie te verminderen, kan persisterend
repliceren in macrofagen en is in staat tot het induceren van persisterende inflammatie in de darm.
Zo draagt het bij aan het ontwikkelen van CD.

(iv) Een defecte mucosale barriérefunctie. De intestinale permeabiliteit is in patiénten met CD
verhoogd, maar ook in hun gezonde broers en zussen. Een verlies van barrierefunctie draagt dus
waarschijnlijk bij aan het ontstaan van CD. Bij CD dringen de bacterién door naar de binnenste
mucuslaag. Vooral een toename in de mucolytische bacterién R. gnavus en B. fragilis lijkt een rol te
spelen bij CD. Hierdoor is er een verhoogde afbraak van mucins die vervolgens als substraat voor
mucus geassocieerde microben kunnen dienen die daardoor toenemen. Hierdoor worden de
enterocyten waarschijnlijk ook meer blootgesteld aan bacterién en bacteriéle antigenen. Ook een
Westers dieet lijkt hierin weer een rol te spelen door het veranderen van de structuur van de mucins
en door Bacteroides te verhogen, wat kan bijdragen aan een verminderde barrierefunctie.
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Concluderend kunnen we dus niet met zekerheid zeggen dat bacterién de oorzaak zijn van CD, we
kunnen wel speculeren over de rol van bacterién. Zelf denk ik dat op basis van de bovenstaande
gegevens een Westerse levensstijl, waaronder een Westers dieet, een lichte dysbiose kan induceren.
Zelfs mensen die gezond eten krijgen nog additieven, zoals maltodextrine, binnen. Door onder
andere een toename in mucolytische bacterién en mucus geassocieerde bacterién kan er een
vermindering optreden van mucosale barrierefunctie, waardoor de epitheelcellen verhoogd
blootgesteld worden aan bacterién en hun antigenen. Dit kan zorgen voor een verhoogde intestinale
permeabiliteit. Door een verlaging in butyraat productie door het gecombineerde effect van een
afname in F. prausnitzii en A. muciniphila en een toename in sulfaat reducerende bacterién, worden
de epitheelcellen gevoeliger voor bacteriéle en inflammatoire invioeden. Genetische afwijkingen in
bacteriéle afweer kunnen bijdragen aan deze veranderingen. Deze veranderingen op zich leiden niet
tot CD. Waarschijnlijk is er een tweede trigger nodig die van alles kan zijn zoals een virus infectie, een
bacteriéle infectie of een inname van stoffen die het darmepitheel kunnen beschadigen. Hierdoor
treedt er een (tijdelijk) verlies van barriére integriteit op, waardoor onder andere pathobionten
kunnen transloceren over het epitheel en een immuunrespons kunnen opwekken. Dit kan leiden tot
inflammatie en de ziekte van Crohn. Het immuunsysteem is nu verhoogd gevoelig voor verschillende
pathobionten, zoals AIEC. Dit kan leiden tot herhaaldelijke reacties tegen pathobionten, waardoor
een wisselwerking tussen een verhoogde gastheer immuunrespons en specifieke mechanismen van
pathobionten leidt tot de verschillende inflammatoire episodes kenmerkend voor CD. CD is dus een
multifactoriéle ziekte waarin meerdere componenten een rol kunnen spelen (Figuur 10).

Genetische afwijkingen

J Mucosale barriérefunctie
Westers dieet Dysbiose 1 Intestinale permeabiliteit
1 Gevoeligheid epitheelcellen

1 Inflammatie: Secundaire trigger
< AIEC
< Immuunrespons

X Barriére integriteit

> |nvasie pathobionten
> Immuunrespons

Figuur 10. Een model voor het ontstaan van CD op basis van deze scriptie, waarbij inflammatie vooraf wordt gegaan
door een dyshiose, een veranderde mucosale barrierefunctie en een verhoogde intestinale permeabiliteit.
Genetische afwijkingen zijn altijd al aanwezig bij deze patiénten en dragen bij aan deze veranderingen.

Er is veel onderzoek gedaan naar de genetica, immuunrespons, microbiéle dysbiose en microbiéle
activiteit in CD. Echter is het nog steeds niet precies bekend welke bestanddelen in het dieet nu
zorgen voor het ontstaan van een dysbiose in de mens, welke bacterién eerst veranderen en welke
later. Om achter dit soort dingen te komen zou er een grote prospectieve cohortstudie gedaan
moeten worden, waarbij de mensen over langere tijd gevolgd worden. Als iemand vervolgens CD
ontwikkelt kan er gekeken worden wat hiervoor eventueel de risicofactoren waren en hoe zich dit
ontwikkeld heeft. Daarnaast moeten potentiéle therapieén zoals een specifiek koolhydraat dieet
uitgebreid onderzocht worden bij CD patiénten om erachter te komen wat specifiek zorgt voor het
effect van dit dieet. Daarnaast zou het goed zijn om bijvoorbeeld jonge kinderen of ouderen te
volgen over langere tijd. Deze veranderen vaak hun voedingspatroon om verschillende redenen. In
deze leeftijdsgroepen heeft een verandering in dieet waarschijnlijk meer effect op de microbiota dan
in volwassenen en dit zou waardevolle informatie kunnen geven over hoe het dieet van invloed is op
de microbiota. Er is dus nog veel mogelijk in het onderzoek naar CD en zo hopen we uiteindelijk te
ontrafelen wat CD veroorzaakt om dit vervolgens aan te kunnen pakken met therapie.
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